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质包括 p53 在内的多种转录因子的活性。 
我们在寻找稳定 HDAC2 的去泛素化酶过程中发现原癌蛋白 USP4 能够直接
与 HDAC2 结合，而 USP4 能够直接结合 HDAC2 尚未见报道，所以我们进一步
探究 USP4 与 HDAC2 作用的分子机制，mapping 实验显示，USP4 的 N 末端
（1-188aa）和 C 末端（302-963aa）不能结合 HDAC2，而 188-302 是 USP4 结合
HDAC2 所必需，而在 188-302 氨基酸之间存在一个类泛素结构域(ubiquitin-like 
domain，UBL)，UBL 结构域在不同的 USP 成员中有不同的作用，我们推测，
188-302aa 中的 UBL 结构域可能是促进了 USP4 的催化活性。而 HDAC2 的 N-322
氨基酸包括去乙酰化的催化区，是与 USP4 结合所必备的。 
作为去泛素化酶家族中的重要一员，已报道的 USP4 的底物蛋白大约有十几
个，接下来我们验证 USP4 是否能够作为去泛素化酶调节 HDAC2 的蛋白质水平，
结果显示 HDAC2 蛋白质水平的升高与 USP4 表达水平的升高一致，p53 的蛋白
质水平与 USP4 无明显关联。体内泛素化实验表明过表达 USP4 导致 HDAC2 的
泛素化程度明显降低。在 U2OS 细胞中分别敲降 USP4 和 HDAC2，结果显示随
着 USP4 的降低，HDAC2 的表达也减少，而 HDAC2 并不改变 USP4 的蛋白质水
平，p53 的蛋白质水平不随这 2 个基因表达水平的改变而改变。降低 USP4 之后，
HDAC2 的 mRNA 水平并未明显改变，这些结果表明了 USP4 对 HDAC2 的调控
是在蛋白质水平，而非在 mRNA 水平。半衰期实验表明，USP4 能够缓解 CHX














鉴于我们之前的实验结果和文献报道，我们试想 USP4 能否通过 HDAC2 调
节 p53 的转录活性？乙酰化实验显示 HDAC2 可以去乙酰化 p53，而且 USP4 能
够通过 HDAC2 降低 p53 的乙酰化水平。荧光素酶报告基因方法验证了 USP4 可
以抑制 p53 的转录活性，并且在 HDAC2 敲降的 U2OS 细胞中，USP4 对 p53 的
抑制作用显著缓解。在 mRNA 水平，Real-time PCR 实验显示 USP4 并不改变
HDAC2，p53 的 mRNA 水平，而降低了 p53 下游的 MDM2，PUMA，BAX，p21
的表达。细胞存活率实验显示，USP4 能够促进细胞存活。细胞凋亡实验结果显
示，USP4 通过 HDAC2 对 etoposide 诱导的细胞凋亡有显著的抑制作用。在免疫
荧光染色实验中，U2OS 细胞中 USP4，HDAC2、p53 在细胞核和细胞质中都有
表达。以上数据阐述了一种调控 p53 转录活性的机制，即 USP4 通过去泛素化稳


















Ubiquitin-proteasome pathway is a very important mechanism in selective 
degradation of proteins. Proteasomes identify the protein with poly-ubiquitin chains 
and degradate it. De-ubiquitination enzymes primarily act on ubiquitinated protein 
substrate, spin off the single ubiquitin molecules into the protein cycle in cell. Protein 
acetylation refers to the process to add an acetyl group on Lys residue of proteins 
catalyzed by lysine acetyltransferase while deacetylation refers that deacetylases 
remove acetyl group from a Lys residue of substrate proteins. Deacetylases HDACs 
play an important role in gene transcription expression. In addition to regulating 
histone acetylation status, they can also regulate lots of non-histone proteins including 
multiple transcription factors. p53 is the gene with the highest correlation to human 
tumor so far, which is an important tumor suppressor gene called"gene Guardian". 
Various types of post-translational modification regulate the stability, activity of p53, 
affecting the expression of p53 target genes. Acetylation of p53 plays an important 
role in recruitment of co-factors and activation of downstream genes.  
In the process of looking for ubiquitination enzymes of HDAC2, we found an 
oncoprotein USP4 which was coimmunoprecipitated with HDAC2. We futher 
explored the molecular mechanism on the interaction between USP4 and HDAC2. 
Mapping experiments showed that USP4-NT-188 or 302-CT alone is not sufficient to 
bind HDAC2, and 188-302 is required. There is a ubiquitin-like domain(UBL) 
between the 188-302 amino acid, we speculate that the UBL domain in 
USP4-188-302 may facilitate catalytic activity of USP4. The HDAC2-NT-322aa 
including deacetylatase catalytic activity is essential to combine with USP4. 
As important one of de-ubiquitination enzymes family, USP4 has about a dozen 
of substrate proteins had been reported. The results show elevated HDAC2 protein 
levels were the same with increaced expression levels of USP4, p53 protein levels had 















overexpression of USP4 causes HDAC2 ubiquitination level significantly reduced. 
After knockdown of USP4, HDAC2 mRNA levels have no significantly change. 
These results indicate that USP4 regulates HDAC2 at the protein level, not mRNA. 
Protein half-life experiments show that USP4 can ease synthesis inhibition of HDAC2 
caused by CHX. All these experiments showed that USP4 is a de-ubiquitination 
enzyme of HDAC2. 
Acetylation experiments show HDAC2 can deacetylate p53, and USP4 can 
reduce the level of p53 acetylation through HDAC2. Luciferase reporter gene assays 
verified the USP4 can inhibit p53 transcriptional activity through HDAC2. At the 
mRNA level, Real-time PCR experiments showed USP4 does not change mRNA 
levels of HDAC2 and p53, however, reduces the expression of p53 downstream gene 
MDM2, PUMA, BAX, p21. Cell viability experiments showed, USP4 can promote 
cells survival. Apoptosis experimental show that USP4 inhibited etoposide-induced 
apoptosis through HDAC2. In immunofluorescence experiments, USP4, HDAC2, p53 
located at the nucleus and cytoplasm in U2OS cells. The above data describes a 
mechanism for regulating the transcriptional activity of p53, which USP4 inhibits p53 
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homologous to E6 AP Carboxyl Terminus，HECT HECT 结构域 
Really Interesting New Gene，RING RING -finger 结构域 
ubiquitin proteasome pathway，UPP 泛素蛋白酶体通路 
anaphase promoting complex，APC 促细胞分裂后期复合物 
ubiquitin C-terminal hydrolases，UCHs 泛素羧基末端水解酶家族 
ubiquitin-specific proteases，USPs  泛素特异性蛋白酶家族 




House keeping DUBs 管家去泛素化酶 
turban tumour syndrome or cylindromatosis  头帕肿瘤综合症 
Parkinson’s disease，PD 帕金森病 
Alzheimer’s disease，AD 阿尔茨海默症 
neurofibrillary tangle，NFT  神经神经原纤维缠结 
domain present in ubiquitin-specific proteases，DUSP 
domain 
DUSP 结构域 
ubiquitin-likefold domain，UBL domain UBL 结构域 
transforming growth factor-activated kinase-1，TAK1 TAK1 激酶 
lysine acetyltransferase，KATs 蛋白质乙酰化酶 
lysine deacetyltransferase，KDACs 蛋白质去乙酰化酶 
histone acetyltransferase，HATs 组蛋白乙酰化酶 
histone deacetyltransferase，HDACs 组蛋白去乙酰化酶 
Gcn5 related N-acetyltransferase，GNAT GNAT 家族 
Creb binding protein，CBP CBP 家族 
deleted in breast cancer gene 1，DBC1 DBC1 基因 
MOZ，YBF2/SAS3，SAS2，Tip60 MYST 家族 
amino acids，AA 氨基酸 















N-alpha-acetyltransferases，NAT  N-α-乙基转移酶 
papillary thyroid carcinoma，PTC 甲状腺乳头状癌 
Omithine carbamoyltransferase，OTC 鸟氨酸氨甲酰转移酶 
carbamoyl phosphate，CP 氨甲酰磷酸 
silent information regulator，SIR  沉默信息调节因子 
carbamoyl phosphate synthetase 1，CPS1  氨甲酰磷酸合成酶 
long-chain acyl coenzyme A dehydrogenase，LCAD 长链脂酰基辅酶 A 脱氢酶 
malate dehydrogenase， MDH  苹果酸脱氢酶 
arbamoyl phosphate  氨甲酰磷酸 
small ubiquitin-like modifier，SUMO  小分子类泛素修饰蛋白 
estrogen receptor，ER 雌激素受体 
DNA methyltransferase 1，DNMT1 DNA 甲基转移酶 
protein arginine methyltransferase，PRMT5 精氨酸甲基转移酶 

















20 世纪 50 年代，Walson 和 Crick 解读 DNA 的双螺旋结构，建立了生物学中
心法则。在此突出成就的影响下，接下来的几十年里，大多数生物学工作者的研
究兴趣都集中于研究中心法则，即 DNA 所携带的遗传信息是如何复制、转录和翻










































出版的《The Dynamic State of Body Constituent》总结了他一生的成果。但
是一个正确结论的形成需要经历跌宕起伏：20 世纪 50 年代，在对蛋白质的研究
中，很多工作都致力于阐述细胞怎样控制特定蛋白质的合成，而对其相反过程即










质。这个观念持续了 20 年，直到 20 世纪 70 年代人们发现细胞内蛋白质的半衰
期是不同的。如果溶酶体是蛋白质降解的细胞器，很难解释为什么会快速降解其
中的一些蛋白质，而另一些蛋白质则是稳定的？这些谜团一直存在，直到 Brian 
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